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［摘要］ 坛紫菜新品种在推广的过程中均会遇到 “良种难育” 的瓶颈， 即自由丝状体不容易成熟， 难

以集中获得大量壳孢子， 严重制约了坛紫菜良种的推广。 由于二酰甘油激酶 （ＤＧＫ） 基因在坛紫菜丝状体

成熟过程中发挥着重要作用， 因此本研究通过抑制二酰甘油激酶的活性， 发现坛紫菜孢子囊枝形成率明显

降低。 之后， 利用酵母双杂交技术鉴定到了 ７ 个与 ＮｈＤＧＫ１ 互作的蛋白质， 即电压依赖性阴离子通道蛋白

ＶＤＡＣ、 葡萄糖⁃６⁃磷酸⁃１⁃差向异构酶 Ｇ６Ｐ１Ｅ、 伴侣蛋白 ＤｎａＪ、 细胞质蛋白复合物外被体蛋白亚基 ＣＯＰ１、 肌

环己六氢醇脱氢酶 Ｉｄｈ、 磷酸吡哆醛合成酶 ＰＤＸ１􀆰 １ 和 ３⁃酮脂酰⁃ＡＣＰ 还原酶 ＦａｂＧ。 这些互作蛋白广泛参与

多种物质的合成与代谢、 囊泡运输、 光合作用和转录调控等生命过程， 当 ＮｈＤＧＫ１ 活性被抑制后， 这些互

作蛋白编码基因的表达量同样受到抑制。 其中， Ｇ６Ｐ１Ｅ 与 ＮｈＤＧＫ１ 互作提高了孢子囊枝形成过程中的糖代

谢水平， 促进了藻体中碳水化合物的积累； ＦａｂＧ 与 ＮｈＤＧＫ１ 互作可以促进脂肪酸的合成， 提高丝状体的耐

受性并促进孢子囊枝的形成； ＣＯＰ１ 介导的囊泡运输可能也调控了坛紫菜中 ＰＬＣ ／ ＤＧＫ 途径产生磷脂酸

（ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｉｃ ａｃｉｄ， ＰＡ） 的过程。
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０　 引言
坛紫菜 （Ｎｅｏｐｏｒｐｈｙｒａ ｈａｉｔａｎｅｎｓｉｓ） 是我国海水养殖的重要品种， 在浙江、 福建和广东沿海被广泛栽

培， 近年也逐渐北移至江苏和山东沿海栽培。 ２０２３ 年我国坛紫菜的栽培总面积约 ３０ ０００ ｈｍ２ ， 总产量超

过 １６ 万 ｔ， 已经形成苗种培育、 海区栽培、 加工、 贸易配套齐全的产业， 全产业链总产值超过 ２００ 亿

元［１］ 。 ２１ 世纪以来， 先后有 ５ 个新品种通过了国家水产原良种审定委员会的审定［２］ ， 这些坛紫菜新品

种在产业上的大面积推广应用， 有效提升了坛紫菜的栽培效益， 促进了坛紫菜产业的可持续发展。
紫菜生活史可以分为室内育苗的丝状体 （孢子体） 和海上栽培生产的叶状体 （配子体） ２ 个阶

段， 整个生长发育过程可以划分为果孢子、 丝状藻丝、 孢子囊枝、 壳孢子形成和放散。 当前， 世界上

主要紫菜生产国的紫菜育苗都是以贝壳丝状体的形式在室内人工控制的条件下进行， 通过培养贝壳丝

状体获得壳孢子， 采苗上网进行海区叶状体的栽培。 由于紫菜生活史的特殊性， 贝壳丝状体可以采用

成熟叶状体放散的果孢子进行培育 （目前紫菜育苗生产的主要方式）， 也可以采用自由丝状体直接移

植贝壳进行培育［３ － ４］ 。 纯系自由丝状体移植贝壳培育成熟的贝壳丝状体是当前紫菜新品种推广普遍采

用的方式， 可以实现养殖种群的纯种化， 保证新品种的优良性状得以充分发挥。 但由于人们对丝状体

直接移植贝壳获得贝壳丝状体的成熟调控机制仍知之甚少， 育苗时无法对丝状体的生长发育进行必要

的调控， 照搬果孢子采苗培育贝壳丝状体的条件， 往往难以达到预期目标。 由于经常会出现壳孢子放

散难、 放散量小甚至不放散等问题， 严重影响了坛紫菜良种的推广应用， 这就是紫菜新品种推广中普

遍存在的 “良种难育” 问题［５ － ６］ 。 因此， 阐明紫菜丝状体成熟的调控机制， 对于加快坛紫菜良种的

推广应用， 提升坛紫菜产业的良种覆盖率， 增加栽培效益具有十分重要的意义。
目前， 对紫菜丝状体成熟调控机制的研究主要集中在其形态、 生理生化和环境因子调控等方面，

而对其内在调控机制等基础性问题仍鲜有研究报道。 为此， 本团队通过构建转录表达谱和基因权重共

表达网络分析， 筛选出了调控坛紫菜丝状体成熟的关键基因———二酰甘油激酶的编码基因

ＮｈＤＧＫ１［５］ 。 ＤＧＫｓ 作为磷酸肌醇信号转导途径的关键酶之一， 可以利用 ＡＴＰ 催化二酰基甘油 ＤＡＧ 磷

酸化生成磷脂酸 （ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｉｃ ａｃｉｄ， ＰＡ）。 ＰＡ 是脂类信号分子中产生最快的分子， 虽然其含量甚微

（约占总磷脂的 ０􀆰 ６％ ）， 但其快速积累是植物多种应激响应的早期标志［７］ 。 ＰＡ 除了起到信号转导的

作用外， 它还是磷酸甘油酯和半乳糖脂的前体代谢物， 是植物膜形成所必需的［７ － ８］ 。 因此， ＤＧＫｓ 介

导 ＰＡ 调控植物生长发育和胁迫应答过程， 其生物学作用和调控机制已成为植物脂类信号转导研究的

重要领域。 ＮｈＤＧＫ１ 基因在坛紫菜不同品系丝状体成熟过程中均呈上调表达， 而且在易成熟品系中上

调表达的时间更早、 幅度更大， 这初步说明 ＮｈＤＧＫ１ 参与调控了坛紫菜丝状体的成熟过程［５］ 。 因此，
进一步解析该基因调控坛紫菜丝状体成熟的分子机理具有重要的理论意义。

ＤＧＫ 是一类保守的蛋白质家族， 根据结构域的不同， 植物 ＤＧＫ 可以分为 ３ 类： 第 １ 类 ＤＧＫｓ 包

含 ２ 个典型的 ＤＡＧ 结合结构域、 Ｎ⁃末端基本结构域和 ｅｘｔＣＲＤ， 其中， Ｎ⁃末端基本结构域为植物特有

的上游基础结构域， 可能和 ＤＡＧ 结合结构域一起完成其生物学功能； 第 ２ 类和第 ３ 类 ＤＧＫｓ 结构比
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较简单， 均缺少 Ｎ⁃端结构域［９］ ， 和动物中的 ＤＧＫ 结构域有所区别。 但这 ３ 种类型的 ＤＧＫ 都包含

ＤＧＫ 催化结构域 （ＤＧＫｃ） 和辅助结构域 （ＤＧＫａ）， ＤＧＫｃ 与动物中的催化结构域相同， 包含 １ 个富

含甘氨酸的 ＡＴＰ 结合位点 Ｇｌｙ⁃Ｘ⁃Ｇｌｙ⁃Ｘ⁃Ｘ⁃Ｇｌｙ， 利用 ＡＴＰ 磷酸化 ＤＡＧ 为 ＰＡ， 进而调控植物生长发育

和应激过程。 研究表明， ＰｈＤＧＫ１ 属于Ⅱ型 ＤＧＫｓ， 其序列及其启动子中存在多个功能作用位点， 以

及光和植物激素响应顺式作用元件， 表明孢子囊枝形成过程中， ＮｈＤＧＫ１ 受光照、 植物激素等因素的

调控［５］ 。 ＤＧＫｓ 激酶的活性需要依赖某些蛋白质将其招募到膜结构上才能发挥作用， 不同 ＤＧＫ 因其

类型和结构不同导致其在细胞中的定位也大不相同。 由于 ＤＧＫｓ 广泛分布于各个组织中， 不同的

ＤＧＫｓ 存在不同类型的结合蛋白。 基于此， 本研究利用酵母双杂交技术鉴别 ＮｈＤＧＫ１ 的互作蛋白， 并

进行一对一验证后， 利用抑制剂抑制 ＮｈＤＧＫ１ 活性， 检测其对丝状体成熟度和互作蛋白编码基因表

达量的影响， 为解析坛紫菜孢子囊枝形成的分子调控机制提供新的理论基础。

１　 材料与方法
１􀆰 １　 实验材料及处理

实验材料取自福建省坛紫菜种质资源库， 所选材料为双单倍体杂交群体中筛选出的 ２ 个坛紫菜品

系 Ｓ１ （ＷＯ１０８⁃４） 和 Ｓ２ （ＷＯ５９⁃１）。
１） 坛紫菜丝状体丝状藻丝时期的藻体培养条件。 水温为 （２１ ± ０􀆰 ５）℃ ； 光照强度为 ５０ ～ ６０

μｍｏｌ·ｍ － ２ ·ｓ － １ ； 光周期为 Ｌ∶ Ｄ ＝ １２∶ １２， 每 １０ ｄ 更换 １ 次消毒过的丝状体培养液。
２） 坛紫菜丝状体促熟的过程。 称取 ０􀆰 ０５ ｇ 长势良好的丝状体藻体， 加到装有 ２５０ ｍＬ 消毒过的

丝状体培养液的细胞培养瓶中， 并在瓶身做好记号， 放入培养箱中进行促熟。 促熟条件： 水温为

（２８ ± ０􀆰 ５）℃ ； 光照强度为 ２０ ～ ３０ μｍｏｌ·ｍ － ２ ·ｓ － １ ； 光周期为 Ｌ∶ Ｄ ＝ ９∶ １５， 每 ７ ｄ 更换 １ 次消毒过的

丝状体培养液， 每天摇晃瓶身 ３ 次。
３） 坛紫菜丝状体孢子囊枝成熟度的观察。 随机挑选一个丝状体藻球， 为便于观察， 用解剖针将

藻体分开， 置于载玻片上进行显微观察， 放大倍数为 ２００， 统计视野下孢子囊枝与丝状藻丝的藻丝

数。 每瓶观察 １０ 个藻球， 每个藻球观察 ２５ 个视野。 每 ７ ｄ 观察 １ 次藻落的成熟度情况。 孢子囊枝成

熟度的计算公式： 成熟度 ＝ （孢子囊枝数 ／ 总藻丝数） × １００％ 。
１􀆰 ２　 抑制剂浓度的确定

对藻体外源添加 ４ 种不同浓度 （０、 １０、 ２５、 ５０ μｍｏｌ ／ Ｌ） 的 ＤＧＫ 抑制剂 Ｒ５９０２２。 Ｆｖ ／ Ｆｍ代表光

系统Ⅱ的最大量子产量， 可以反映藻体的生长情况。 将处理后的藻体暗适应 １５ ｍｉｎ 后， 用 Ｄｉｖｉｎｇ⁃
ＰＡＭ （Ｗａｌｚ， 德国） 测量其 Ｆｖ ／ Ｆｍ， 以确定合适的抑制剂浓度。
１􀆰 ３　 丝状体 ＲＮＡ 提取和 ｃＤＮＡ 合成

用 ７０ μｍ 的细胞过滤器过滤丝状体， 用吸水纸吸去藻体表面多余的水分， 然后将藻体在液氮中

研磨成粉末。 使用 Ｅ􀆰 Ｚ􀆰 Ｎ􀆰 Ａ 植物 ＲＮＡ 提取试剂盒 （ＯＭＥＧＡ， 美国） 中的方法一提取坛紫菜丝状体

的总 ＲＮＡ。 取 ５ μＬ 总 ＲＮＡ 样品加入 １ μＬ ６Ｘ Ｌｏａｄｉｎｇ Ｂｕｆｆｅｒ， 在质量分数为 １􀆰 ２％ 的琼脂糖凝胶， 在

电压为 １３５ Ｖ 的条件下电泳 ２３ ｍｉｎ， 溴化乙锭染色， 凝胶成像仪上拍照， 观察 ＲＮＡ 条带的清晰度和

完整性。 同时取 ３ μＬ ＲＮＡ 样品在酶标仪上分别测 Ａ（２６０）和 Ａ（２８０）的值， 根据测定结果计算 ＲＮＡ 的

浓度， 判断核酸和蛋白质的污染情况。 取检测合格的 ＲＮＡ 作为模板， 取 １ μｇ ＲＮＡ， 使用 Ｐｒｉｍｅ⁃
ＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴ ｒｅａｇｅｎｔ Ｋｉｔ （ＴａＫａＲａ， 日本） 合成 ｃＤＮＡ。
１􀆰 ４　 实时荧光定量 ＰＣＲ

按照 ＳＹＢＲ®Ｒｒｅｍｉｘ Ｅｘ ＴａｑＴＭⅡ （Ｔａｋａｒａ， 日本） 试剂盒使用说明， 对目的基因进行 Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ
反应。 扩增程序为 ９５ ℃ ３０ ｓ、 ９５ ℃ ５ ｓ、 ６５ ℃ ３１ ｓ， 程序结束后， 从 ５５ ℃缓慢升温至 ９５ ℃ ， 绘制

溶解曲线， 用来验证引物特异性。 本实验分别以 Ｓ１⁃０ 和 Ｓ２⁃０ 的样本作为对照， 最终数据以相对定量

的形式呈现， 内参基因为坛紫菜泛素结合酶 （ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ⁃ｃｏｎｊｕｇａｔｉｎｇ ｅｎｚｙｍｅ， ＵＢＣ） ［１０］ 。
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１􀆰 ５　 ＤＧＫ 酶活性的测定

取 ０􀆰 ０５ ｇ 新鲜藻体， 加入 ４５０ μＬ Ｔｒｉｓ⁃ＨＣｌ （０􀆰 ０５ ｍｏｌ ／ Ｌ， ｐＨ ＝ ７􀆰 ４） 到匀浆管中冰浴匀浆； ４ ℃
下 ５０００ｇ 离心 １５ ｍｉｎ， 取上清液进行测定； 使用植物二酯酰甘油激酶 （ ＤＧＫ） 酶联免疫分析试剂盒

（江莱生物， 上海） 进行藻体 ＤＧＫ 酶活性的测定。
１􀆰 ６　 酵母双杂交文库的筛选与验证

利用本实验室前期在上海欧易生物公司构建的酵母文库， 将 ＰｈＤＧＫ１ 全长的 ＰＣＲ 产物与 ＢＤ 载体

ｐＧＢＫＴ７ 连接进行酵母双杂交文库的筛选。 酵母双杂交文库的筛选参考 Ｗａｎｇ 等［１１］ 的共转法进行。 对

获得的互作蛋白进行点板验证时， 将存在互作的质粒载体片段连接到 ＡＤ 载体 ｐＧＡＤＴ７ 进行实验。 首

先将 ＮｈＤＧＫ１ 和互作的质粒载体共转入酵母菌株， 然后在 ＳＤ ／ ⁃Ｌｅｕ ／ ⁃Ｔｒｐ 培养基中挑选阳性酵母克隆，
最后在四缺 （ＳＤ ／ ⁃Ｌｅｕ ／ ⁃Ｔｒｐ ／ ⁃Ｈｉｓ ／ ⁃Ａｄｅ ／ Ｘ⁃α⁃ｇａｌ ／ ＡｂＡ （ＱＤＯ ／ Ｘ ／ Ａ）） 培养基中进行互作检验。

２　 实验结果与分析
２􀆰 １　 抑制剂浓度的确定

外源添加不同浓度的 ＤＧＫ 抑制剂 Ｒ５９０２２， 通过测定藻体的 Ｆｖ ／ Ｆｍ来确定合适的作用浓度。 结果

显示， ５０ μｍｏｌ ／ Ｌ 的 Ｒ５９０２２ 处理会导致藻体死亡； ２５ μｍｏｌ ／ Ｌ 的 Ｒ５９０２２ 处理会导致藻体的 Ｆｖ ／ Ｆｍ值

先下降后上升， 最终维持在 ０􀆰 ４５ 左右 （见图 １）， 表明 ２５ μｍｏｌ ／ Ｌ 是一个较为合适的长期抑制浓度。
通过对丝状体成熟度 （见图 ２） 的观察发现， ２５ μｍｏｌ ／ Ｌ 处理的藻体成熟受到一定的抑制。

图 1 促熟 7 d 后的坛紫菜 S1 品系丝状体 Fv /Fm 在
不同浓度 R59022 抑制剂处理下的变化情况

Fig.1 The changes of Fv /Fm of Neoporphyra haitanensis
conchocelis S1 under different concentrations of R59022

inhibitor treatment after 7 d maturation

图 2 促熟 7 d 后的坛紫菜 S1 品系孢子囊枝占比在
不同浓度 R59022 抑制剂处理下的变化情况

Fig.2 The changes of sporangial branchlets ratio of Neoporphyra
haitanensis conchocelis S1 under different concentrations of

R59022 inhibitor treatment after 7 d maturation
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２􀆰 ２　 酶活性的测定

通过对促熟不同时间点坛紫菜丝状体中二酰甘油激酶的酶活性检测发现， 酶活性随着成熟度的增

加而增加， 而抑制剂则显著抑制了促熟过程中二酰甘油激酶活性的升高， 而且加入抑制剂 ２ ｈ 后， 其

酶活性水平即显著下降 （见图 ３）。
２􀆰 ３　 互作蛋白的筛选

利用 ＳＤ ／ ⁃Ｌｅｕ ／ ⁃Ｔｒｐ ／ ⁃Ｈｉｓ ／ ⁃Ａｄｅ ／ Ｘ⁃α⁃ｇａｌ ／ ＡｂＡ （ ＱＤＯ ／ Ｘ ／ Ａ） 高严谨度筛选平板进行筛选， 共获得

４０ 个蓝色阳性克隆 （见图 ４）。 对二次筛选获得的 ４０ 个阳性克隆菌落进行测序鉴定， 得到 ３９ 个文库

质粒 ｐＧＢＫＴ７ 中插入的 ｃＤＮＡ 片段， 通过 ＮＣＢＩ 对 ｃＤＮＡ 序列进行 Ｂｌａｓｔ Ｘ 比对注释发现， １５ 个编码序

列编码 １２ 种已知功能的蛋白质、 ２１ 个序列编码假设蛋白和 ３ 个序列未知信息 （见表 １）。 １５ 个编码

序列编码的已知功能的蛋白质包括 ３ 个参与细胞质和线粒体膜间物质及能量交换的电压依赖性阴离子

通道蛋白 （ｖｏｌｔａｇｅ⁃ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ａｎｉｏｎ ｃｈａｎｎｅｌ， ＶＤＡＣ）、 ２ 个具有分子伴侣蛋白功能的亲环蛋白 （ ｃｙｃｌｏ⁃
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ｐｈｉｌｉｎ １）、 参与糖代谢过程中糖异构化平衡的葡萄糖⁃６⁃磷酸⁃１⁃差向异构酶 （ｇｌｕｃｏｓｅ⁃６⁃ｐｈｏｓｐｈａｔｅ １⁃ｅｐｉ⁃
ｍｅｒａｓｅ， Ｇ６Ｐ１Ｅ）、 含有 Ｃ２ 结构域的 ＳＲＣ２⁃ｌｉｋｅ ｐｒｏｔｅｉｎ、 参与氨基酸代谢的 ５⁃甲基四氢蝶酰三谷氨酸⁃
同型半胱氨酸 Ｓ⁃甲基转移酶 （ｈｏｍｏｃｙｓｔｅｉｎｅ ｍｅｔｈｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ）、 具有分子伴侣功能的小分子热激蛋白

ＤｎａＪ、 基础转录因子 Ｂａｓｉｃ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ、 参与囊泡运输的细胞质蛋白复合物外被体蛋白亚基

（ｃｏａｔｏｍｅｒ ｓｕｂｕｎｉｔ ｄｅｌｔａ⁃１， ＣＯＰ１）、 肌环己六氢醇脱氢酶 （ｍｙｏ⁃ｉｎｏｓｉｔｏｌ ２⁃ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ， Ｉｄｈ）、 参与维

生素 Ｂ６ 合成的磷酸吡哆醛合成酶 （ｐｙｒｉｄｏｘａｌ ５􀆳⁃ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｓｙｎｔｈａｓｅ ｓｕｂｕｎｉｔ， ＰＤＸ１􀆰 １）、 脂肪酸延伸相

关酶 ３⁃酮脂酰⁃ＡＣＰ 还原酶 （３⁃ｏｘｏａｃｙｌ⁃ａｃｙｌ⁃ｃａｒｒｉｅｒ⁃ｐｒｏｔｅｉｎ ｒｅｄｕｃｔａｓｅ， ＦａｂＧ） 和藻胆体连接蛋白 ｐｈｙｃｏ⁃
ｂｉｌｉｓｏｍｅ ３１􀆰 ８ ｋｕ ｌｉｎｋｅｒ。 通过蛋白互作筛选可见， ＮｈＤＧＫ１ 广泛参与氨基酸代谢、 糖代谢、 维生素合

成、 脂肪酸延伸、 能量代谢等多种植物生命体过程。
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图 3 不同促熟时间点坛紫菜丝状体 DGK 酶活性变化情况
Fig.3 The changes of DGK activity of Neoporphyra haitanensis

conchocelis at different maturation treatment time points

图 4 高严谨度筛选平板的阳性克隆（QDO/X/A）
Fig.4 High accuracy screening (QDO/X/A) for

positive clones on the plate
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品系类型
说明：S2鄄0—S2 培养 0 d；S2鄄1—S2 培养 1 d；S2鄄7—S2 培养 7 d；
S2鄄49—S2 培养 49 d；S2鄄91—S2 培养 91 d；S1鄄0—S1 培养 0 d；S1鄄
1—S1 培养 1 d；S1鄄7—S1 培养 7 d；S1鄄49—S1 培养 49 d；S1鄄7鄄2—
S1 促熟 7 d 后添加抑制剂培养 2 h；S1鄄7鄄4—S1 促熟 7 d 后添加抑
制剂培养 4 h；S1鄄7鄄24—S1 促熟 7 d 后添加抑制剂培养 24 h；S1鄄
7鄄48—S1 促熟 7 d 后添加抑制剂培养 48 h；S1鄄7鄄72—S1 促熟 7 d
后添加抑制剂培养 72 h。 不具有相同字母上标的数据具有统计
学意义（P<0.05）。 下同。

S1
鄄7

鄄4
S1

鄄7
鄄2

S2
鄄1

S2
鄄0

S1
鄄4
9

S1
鄄7

S1
鄄1

S1
鄄0

表 １　 ＮｈＤＧＫ１ 蛋白互作筛选库结果

Ｔａｂ􀆰 １　 Ｌｉｂｒａｒｙ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＮｈＤＧＫ１ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎｓ

蛋白质类型 基因库 功能注释 物种来源 拷贝数

已知功能蛋白

ＯＳＸ７３９１９． １ ｖｏｌｔａｇｅ⁃ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ａｎｉｏｎ ｃｈａｎｎｅｌ Ｇａｌｄｉｅｒｉａ ｓｕｌｐｈｕｒａｒｉａ ３
ＡＦＧ２９８５４． １ ｃｙｃｌｏｐｈｉｌｉｎ １ Ｐｙｒｏｐｉａ ｈａｉｔａｎｅｎｓｉｓ ２

ＸＰ＿０２４９２８６１０． １ ｇｌｕｃｏｓｅ⁃６⁃ｐｈｏｓｐｈａｔｅ １⁃ｅｐｉｍｅｒａｓｅ Ｚｉｚｉｐｈｕｓ ｊｕｊｕｂａ １
ＸＰ＿０１５９０００４３． １ ＳＲＣ２⁃ｌｉｋｅ ｐｒｏｔｅｉｎ Ｚｉｚｉｐｈｕｓ ｊｕｊｕｂａ １
ＸＰ＿０１５８９９７９２． １ ｈｏｍｏｃｙｓｔｅｉｎｅ ｍｅｔｈｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ Ｚｉｚｉｐｈｕｓ ｊｕｊｕｂａ １

ＯＳＸ８１３４０． １ ｂａｓｉｃ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ３ Ｇｒａｃｉｌａｒｉｏｐｓｉｓ ｃｈｏｒｄａ １
ＯＳＸ８１１００． １ ｃｈａｐｅｒｏｎｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ＤｎａＪ Ｇｒａｃｉｌａｒｉｏｐｓｉｓ ｃｈｏｒｄａ １
ＯＳＸ７８３５４． １ ｃｏａｔｏｍｅｒ ｓｕｂｕｎｉｔ ｄｅｌｔａ⁃１ Ｇｒａｃｉｌａｒｉｏｐｓｉｓ ｃｈｏｒｄａ １
ＯＳＸ８１０８４． １ ｍｙｏ⁃ｉｎｏｓｉｔｏｌ ２⁃ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ Ｇａｌｄｉｅｒｉａ ｓｕｌｐｈｕｒａｒｉａ １
ＯＳＸ７５０６４． １ ｐｙｒｉｄｏｘａｌ ５􀆳⁃ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｓｙｎｔｈａｓｅ ｓｕｂｕｎｉｔ Ｐｏｒｐｈｙｒｉｄｉｕｍ ｐｕｒｐｕｒｅｕｍ １
ＯＳＸ７１７１４． １ ３⁃ｏｘｏａｃｙｌ⁃ａｃｙｌ⁃ｃａｒｒｉｅｒ⁃ｐｒｏｔｅｉｎ ｒｅｄｕｃｔａｓｅ Ｐｏｒｐｈｙｒｉｄｉｕｍ ｐｕｒｐｕｒｅｕｍ １
ＯＳＸ７１４１２． １ ｐｈｙｃｏｂｉｌｉｓｏｍｅ ３１． ８ ｋｕ ｌｉｎｋｅｒ Ｐｏｒｐｈｙｒｉｄｉｕｍ ｐｕｒｐｕｒｅｕｍ １

·３１４·
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　 续表

蛋白质类型 基因库 功能注释 物种来源 拷贝数

未知功能蛋白

ＯＳＸ６９２７１． １ ｈｙｐｏｔｈｅｔｉｃａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ ＢＵ１４＿１９９６ｓ０００１ Ｐｏｒｐｈｙｒａ ｕｍｂｉｌｉｃａｌｉｓ ９

ＯＳＸ６９４２０． １ ｈｙｐｏｔｈｅｔｉｃａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ ＢＵ１４＿１５２７ｓ０００１ Ｐｏｒｐｈｙｒａ ｕｍｂｉｌｉｃａｌｉｓ １

ＯＳＸ６９６９３． １ ｈｙｐｏｔｈｅｔｉｃａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ ＢＵ１４＿１２６５ｓ０００３ Ｐｏｒｐｈｙｒａ ｕｍｂｉｌｉｃａｌｉｓ １

ＯＳＸ８０３４４． １ ｈｙｐｏｔｈｅｔｉｃａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ ＢＵ１４＿００５３ｓ００１０ Ｐｏｒｐｈｙｒａ ｕｍｂｉｌｉｃａｌｉｓ １

ＯＳＸ７５１３２． １ ｈｙｐｏｔｈｅｔｉｃａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ ＢＵ１４＿０２５４ｓ００１２ Ｐｏｒｐｈｙｒａ ｕｍｂｉｌｉｃａｌｉｓ １

ＯＳＸ６９２２６． １ ｈｙｐｏｔｈｅｔｉｃａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ ＢＵ１４＿１７２１ｓ０００２ Ｐｏｒｐｈｙｒａ ｕｍｂｉｌｉｃａｌｉｓ １

ＯＳＸ６９０６４． １ ｈｙｐｏｔｈｅｔｉｃａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ ＢＵ１４＿１９０９ｓ０００２ Ｐｏｒｐｈｙｒａ ｕｍｂｉｌｉｃａｌｉｓ １

ＯＳＸ６８３３３． １ ｈｙｐｏｔｈｅｔｉｃａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ ＢＵ１４＿２９８４ｓ０００１ Ｐｏｒｐｈｙｒａ ｕｍｂｉｌｉｃａｌｉｓ １

ＯＳＸ７９４２８． １ ｈｙｐｏｔｈｅｔｉｃａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ ＢＵ１４＿００７７ｓ００４９ Ｐｏｒｐｈｙｒａ ｕｍｂｉｌｉｃａｌｉｓ １

ＯＳＸ８１５３２． １ ｈｙｐｏｔｈｅｔｉｃａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ ＢＵ１４＿００１４ｓ００８２ Ｐｏｒｐｈｙｒａ ｕｍｂｉｌｉｃａｌｉｓ １

ＯＳＸ６９１６９． １ ｈｙｐｏｔｈｅｔｉｃａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ ＢＵ１４＿１７７７ｓ０００１ Ｐｏｒｐｈｙｒａ ｕｍｂｉｌｉｃａｌｉｓ １

ＯＳＸ７４３４７． １ ｈｙｐｏｔｈｅｔｉｃａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ ＢＵ１４＿０２９３ｓ００１８ Ｐｏｒｐｈｙｒａ ｕｍｂｉｌｉｃａｌｉｓ １

ＰＸＦ４７２６５． １ ｈｙｐｏｔｈｅｔｉｃａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ ＢＷＱ９６＿０３０４０ Ｇｒａｃｉｌａｒｉｏｐｓｉｓ ｃｈｏｒｄａ １

Ｕｎｋｎｏｗｎ ｕｎｋｎｏｗｎ ｕｎｋｎｏｗｎ ３

从 １５ 对互作菌落中挑选阳性克隆菌落进行质粒提取， 并分别与 ｐＧＢＫＴ７⁃ＮｈＤＧＫ１ 质粒进行共转

化酵母， 并在 ＱＤＯ ／ Ｘ ／ Ａ 培养基上进行进一步的一对一验证。 除去假阳性， 共获得 ８ 对存在一对一互

作关系的蛋白质。 再次对这 ８ 对互作蛋白进行回转点板验证 （见图 ５）， 最终筛选到的 ７ 对互作蛋白

为 ＮｈＰＤＸ１􀆰 １、 ＮｈＶＤＡＣ、 ＮｈＦａｂＧ、 ＮｈＩｄｈ、 ＮｈＤｎａＪ、 ＮｈＧ６Ｐ１Ｅ 和 ＮｈＣＯＰ１。

a） SD/鄄Leu/鄄Trp/X鄄α鄄gal b） SD/鄄Leu/鄄Trp/鄄His/鄄Ade/X鄄α鄄gal/Aba

pGBKT7鄄53+pGADT7鄄T

pGBKT7鄄DnaJ

pGBKT7鄄Idh

pGBKT7鄄VDAC

pGBKT7鄄PDX1.1

pGBKT7鄄Lam+pGADT7鄄T

pGBKT7鄄FabG

10-1 10-2 10-3 10-4 10-1 10-2 10-3 10-4
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图 5 利用酵母双杂交对 NhDGK1 互作蛋白进行一对一验证
Fig.5 One鄄to鄄one validation of the interacting proteins of NhDGK1 conducted using the yeast two鄄hybrid system

说明： PDX1.1—磷酸吡哆醛合成酶； VDAC—电压依赖性阴离子通道蛋白； FabG—3鄄酮脂酰鄄ACP 还原酶；
Idh—肌环己六氢醇脱氢酶； G6P1E—葡萄糖鄄6鄄磷酸鄄1鄄差向异构酶； COP1—外被体蛋白亚基 1。

c） SD/鄄Leu/鄄Trp/X鄄α鄄gal d） SD/鄄Leu/鄄Trp/鄄His/鄄Ade/X鄄α鄄gal/Aba

pGBKT7鄄53+pGADT7鄄T

pGBKT7鄄COP1

pGBKT7鄄G6P1E

pGBKT7鄄31.8 ku linker

pGBKT7鄄PhDGK1+pGADT7

pGBKT7鄄Lam+pGADT7鄄T

10-1 10-2 10-3 10-4 10-1 10-2 10-3 10-4

２􀆰 ４　 基因表达水平的检测

６ 条互作蛋白编码基因的转录表达谱差异和定量结果显示， ＮｈＶＤＡＣ、 ＮｈＣＯＰ１ 和 ＮｈＦａｂＧ 均呈现

先下降表达后水平上升的趋势， 而 ＮｈＧ６Ｐ１Ｅ 则持续上调表达 （见图 ６）。 同时， 在抑制剂处理下，
ＮｈＶＤＡＣ、 ＮｈＣＯＰ１、 ＮｈＩｄｈ 等 ７ 个基因的表达水平同样受到了抑制， 但在抑制 ２４ ｈ 后， 不同基因间的

表达模式各不相同， 但总体的表达趋势与 ＮｈＤＧＫ１ 的表达模式一致 （见图 ７）。

a） VDAC b） DnaJ

c） COP1 d） PDX1.1
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图 6 NhDGK1 互作蛋白编码基因表达水平检测
Fig.6 The expression levels of the encoding genes for the interacting proteins with NhDGK1

e） Idh f） FabG

g） G6P1E
说明：RNA鄄Seq 数据来源于文献[5]。 FPKM 为每千个碱基转录每百万映射读取的片段数。
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图 7 R59022 处理下 NhDGK1 互作蛋白编码基因表达水平检测
Fig.7 The expression of the encoding genes for the interacting proteins with NhDGK1 in R59022 inhibitor treatment
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３　 讨论
ＰＬＣ ／ ＤＧＫ 途径是植物体产生 ＰＡ 分子的主要途径之一， ＤＧＫ 通过磷酸化 ＤＡＧ 生成 ＰＡ， 调节细

胞内脂质的丰度并维持脂质稳态［１２］ 。 ＤＧＫ 的活性受 ｐＨ 值、 去污剂和抑制剂的影响， 其中 ＤＧＫ 抑制

剂 Ｒ５９０２２ 可以与 ＤＧＫ 上的 ＡＴＰ 结合位点竞争结合 ＡＴＰ， 进而抑制 ＤＧＫ 的磷酸化水平， 提高细胞中

ＤＡＧ 的含量， 同时降低 ＰＡ 的含量。 在拟南芥 （Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ） 的研究中表明， ＤＧＫ 磷酸化产

生的 ＰＡ 可以促进植株根系的生长， 而在 Ｒ５９０２２ 处理下， 拟南芥根部细胞中的 ＰＡ 含量减少， 根系生

长也受到了抑制［１３］ 。 同时， Ｇｏｍｅｚ⁃Ｍｅｒｉｎｏ 等研究结果也表明， 适当浓度的 Ｒ５９０２２ 不仅可以抑制拟南

芥中 ＡｔＤＧＫ２ 和 ＡｔＤＧＫ７ 的酶活性， 同时也影响幼苗根系的发育［１４］ 。 Ｒ５９０２２ 还抑制条斑紫菜

（Ｎｅｏｐｙｒｏｐｉａ ｙｅｚｏｅｎｓｉｓ） 单孢子萌发过程中的极性生长和细胞分裂， 最终导致细胞畸形［１５］ 。 在本研究

中， 坛紫菜丝状体中的 ＤＧＫ 酶活同样受 Ｒ５９０２２ 抑制， 而 ＤＧＫ 酶活性的下降也影响了丝状体的成熟

度。 同时， ＮｈＤＧＫ１ 在坛紫菜孢子囊枝成熟后期显著上调表达， 且在 Ｒ５９０２２ 处理下， ＮｈＤＧＫ１ 表达

水平和丝状体成熟度均受到影响。 这表明， ＮｈＤＧＫ１ 通过 ＰＬＣ ／ ＤＧＫ 途径生成 ＰＡ 是坛紫菜孢子囊枝

形成的关键过程之一。 同时， 相较于晚成熟的 Ｓ２ 品系， Ｓ１ 品系可以更早激活 ＮｈＤＧＫ１ 的表达， 更快

地合成 ＰＡ， 进而促进孢子囊枝的快速形成。 这再次说明 ＤＧＫ 参与了坛紫菜孢子囊枝的形成。
本研究利用酵母双杂交技术共鉴定到 ７ 个与 ＮｈＤＧＫ１ 存在互作的蛋白质， 这表明 ＮｈＤＧＫ１ 在坛

紫菜体内可能存在多种调控方式。 在互作分子中， Ｇ６Ｐ１Ｅ 处于葡萄糖糖代谢途径的分支点， 催化 α⁃
Ｄ⁃葡萄糖⁃６⁃磷酸异构化生成 β⁃Ｄ⁃葡萄糖⁃６⁃磷酸， 生成的 β⁃Ｄ⁃葡萄糖⁃６⁃磷酸会被继续催化参与糖酵解 ／
糖异生等糖代谢途径。 前期转录组和代谢组的数据表明， 在促熟过程中， 藻体通过提高糖酵解途径促

进色素蛋白、 碳水化合物的合成， 以及中间代谢产物的形成， 进而促进孢子囊枝的形成［５］ 。 此外，
Ｇ６Ｐ１Ｅ 还可以催化多种己糖⁃６⁃磷酸 （葡萄糖⁃６⁃磷酸、 半乳糖⁃６⁃磷酸和甘露糖⁃６⁃磷酸等） 从 α 到 β 的

·７１４·
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相互转化［１６］ 。 研究发现， Ｇ６Ｐ１Ｅ 参与了石竹 （Ｄｉａｎｔｈｕｓ ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ） 的糖代谢过程， 抑制 Ｇ６Ｐ１Ｅ 酶的

活性可以降低植物体内的糖含量， 同时显著抑制花蕾的正常发育及花色的形成［１７］ 。 在坛紫菜孢子囊

枝成熟过程中， 藻体中的总糖和寡糖含量增多［５］ ， 同时 ＮｈＧ６Ｐ１Ｅ 的表达也随着成熟度的增加而上

升， 这表明 ＮｈＤＧＫ１ 与 Ｇ６Ｐ１Ｅ 互作可能参与调节丝状体成熟过程中的糖含量变化。
ＣＯＰ１ 是参与细胞内关键的囊泡逆向转运蛋白， 其介导的囊泡逆向运输不仅可以维持内质网和高

尔基体结构与形态， 还参与调节细胞脂质代谢等过程。 布雷菲德菌素 Ａ （Ｂｒｅｆｅｌｄｉｎ⁃Ａ ＡＤＰ⁃ｒｉｂｏｓｙｌａｔｅｄ
ｓｕｂｓｔｒａｔｅ， ＢＡＲＳ） 是 ＣＯＰ１ 囊泡小体形成与裂变过程中的关键因素， 而 ＰＡ 可以协同 ＢＡＲＳ 诱导 ＣＯＰ１
囊泡形成过程中的脂质体管状化， 调节囊泡的膜曲率变化， 参与 ＣＯＰ１ 囊泡复合物的形成［１８］ 。 但参

与上述调节过程的 ＰＡ 由 ＰＬＤ 介导产生。 同样， 通过 ＰＬＤ 途径产生的 ＰＡ 分子是条斑紫菜生殖细胞成

熟过程中所必需的信号分子， 并参与了藻体的囊泡运输与细胞壁的组分变化［１９］ 。 本研究结果显示，
ＮｈＤＧＫ１ 和 ＮｈＣＯＰ１ 存在互作关系， 二者的表达模式具有一致性， 且 ＮｈＣＯＰ１ 的表达受到 ＮｈＤＧＫ１ 抑

制剂的调控。 因此， 紫菜中 ＣＯＰ１ 蛋白介导的囊泡运输可能也与 ＰＬＣ ／ ＤＧＫ 途径产生的 ＰＡ 有关， 其

具体作用机制值得进一步验证。
ＦａｂＧ 是合成脂肪酰⁃ＡＣＰ 的关键还原酶， 可以为棕榈酸和硬脂酸的合成提供底物。 例如， 文冠果

（Ｘａｎｔｈｏｃｅｒａｓ ｓｏｒｂｉｆｏｌｉｕｍ Ｂｕｎｇｅ） 的 ＦａｂＧ 的基因在果仁形成期间持续上调表达， 为果仁中长链脂肪酸

合成提供了充足的底物［２０］ 。 ＦａｂＧ 的缺失使得水稻 （Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉｖａ Ｌｉｎｎ． ） 叶片中的亚麻酸含量显著降

低， 而过表达 ＦａｂＧ 不仅增加了植株亚麻酸的含量， 还改变植株的耐热性［２１］ 。 藻体中脂肪酸类物质的

改变可以调节坛紫菜在逆境下的生存与生长［２２ － ２３］ 。 同时， 本研究前期研究结果显示， 脂肪酸在坛紫

菜孢子囊枝形成过程中发挥着重要作用［５］ 。 虽然目前未见 ＦａｂＧ⁃ＤＧＫ 互作的相关报道， 但 ＦａｂＧ⁃ＤＧＫ
在调节 ＰＡ 合成过程中同样发挥着重要的作用。

４　 结论
本研究发现， ＤＧＫ 抑制剂 Ｒ５９０２２ 可以抑制坛紫菜 ＮｈＤＧＫ１ 的表达及其酶活性水平， 进而抑制孢

子囊枝的形成， 表明 ＰＬＣ ／ ＤＧＫ 途径对坛紫菜孢子囊枝形成至关重要。 利用酵母双杂交技术鉴定到了

７ 个与 ＮｈＤＧＫ１ 互作的蛋白质， 这些互作蛋白广泛参与糖类和脂质多种物质的合成与代谢、 囊泡运

输、 光合作用和转录调控等生命过程， 研究结果为解析 ＮｈＤＧＫ１ 调控坛紫菜丝状体成熟的分子机制提

供了理论基础。
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